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Preliminary Investigations on Antigen Relationship of Atypical Bacili 
Cultured from Man 


Gdy przed około 10 laty ukazały się w USA pierwsze doniesienia o pojawieniu 
się u ludzi podejrzanych w kierunku gruźlicy atypowych prątków kwasoodpor- 
nych (22, 32), gdy następnie i w Europie zaczęto je hodować z różnych przypadków 
gruźliczopodobnych (21), powstało nowe zagadnienie: czy są to mutanty prątków 
gruźlicy powstałe na skutek stosowania leków, czy jest to nowy typ Mycobacterium. 
Mimo licznych prac wybitnych specjalistów w dziedzinie bakteriologii gruźlicy 
(8, 26, 17), dotąd zagadnienie nie zostało rozwiązane i jest nadal przedmiotem 
badań. 

W Polsce jest mało doniesień na ten temat (27, 23), wobec tego omówimy 


krótko cechy charakterystyczne i cechy odróżniające — „atypowe” według nomen- 
klatury angielskiej, a „anormalne” według Hauduroya (8) — prątki od 
„typowych”. 


W roku 1954 Timpe i Runyon (31) podzielili prątki „atypowe” na cztery 
grupy: I — prątki fotochromogenne, II — prątki skotochromogenne, III — prątki 
niechromogenne, i IV — prątki szybko rosnące. Różnią się one między sobą 
zdolnością tworzenia pigmentu żółtego aż do pomarańczowego w świetle — prątki 
fotochromogenne, w ciemności — skotochromogenne. Zdolnością wzrostu w różnych 
temperaturach 22°C, 37°C, 45°C, szybkością ukazania się kolonii na pożywce 
Loewensteina i patogennością dla zwierząt doświadczalnych (10, 32). Od prątków 
typowych odróżnia je zabarwienie, brak większej patogenności dla ludzi i zwie- 
rząt doświadczalnych, silna aktywność enzymatyczna i bezwzględna lekcoporność 
(26). Od saprofitów różnią się tym, że nie rosną w primokulturze w temperaturze 
22°C (6), rosną wolniej od nich, nie wytwarzają tak silnie katalazy i ureazy jak 
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saprofity (1), nie tracą natomiast tej zdolności po wytworzeniu się oporności na 
INH. Poza tym saprofity nie wywołują u zwierząt laboratoryjnych żadnych zmian, 
podczas gdy szczególnie I grupa (prątki fotochromogenne) i niektóre nawet prątki 
skotochromogenne (13) mogą być patogenne dla białych myszy. Wywołują zmiany 
anatomo-patologiczne trudne do odróżnienia od typowych zmian grużliczych (13). 
Nigdy natomiast nie są patogenne dla świnki morskiej, co nie wyklucza ich 
patogenności dla ludzi (32). 

Dla przejrzystości podajemy tabelę, w której ujęto kilka charakterystycznych 
cech odróżniających prątki atypowe, typowe i saprofityczne (Tab. 1). 


Tabela 1 
Prątki gruźlicy Prątki atypowe Prątki 
Typ Typ Grupa | Grupa | Grupa | Grupa | saprofi- 
ludzki | bydlęcy I II III IV tyczne 
MOPACHA kolo- R | S (R) | SiR); S | R R 
a z I i 3 m i 
Wytwarzanie pi- bez- bez- o aoe bez- bez- żółto- 
gmentu RE barwne barwne pomar. | pomar.| barwne|barwne| pomar 
Tempera- 22°C (+) (+) i (+) (+) (+) +++ 
tura wzro- 37°C + + + E + | + T + | +++ | szybko! +++ 
„stu 45°C = ze | G) | ++ 
Wytwarzanie = a 
„sznura i + + | ¢ | | 
Wrażliwość “na | | | = = 
leki + + + | - e | 
Wytwarzanie i 
kwasu — (+) E gu w = = = 
_nikotynowego z, i 
Wytwarzanie 
katalazy, pratki — — +++ | +++ | +++] tt+ +++ 
„oporne | I 
a F 
Wytwarzanie + = 
M: (+) OR | + | +++ 
„Badania na | 
zwierzetach: + = brak = 
Świnka morska | + | *_|miejse| aanyen| 
mysz biała + | + | - + 5 | 2 
królik ++ | - | =a ME ” | = 


Próbowano użyć także metod serologicznych dla zróżnicowania prątków atypo- 
wych. Precypitacja, wiązanie dopełniacza (14), hemaglutynacja (14, 25), precypi- 
tacja w żelu (14, 17, 18, 24, 11, 12), nie doprowadziły do ostatecznej klasyfikacji. 
Do odczynów serologicznych używano jako antygenu zawiesin zabitych, dezinte- 
growanych prątków (3), przesączów hodowli płynnych (11, 19, 3, 14), bądź pewnych 
frakcji proteinowych (28, 25, 2, 7, 30), lipidowych (12) lub polisacharydowych (9, 28). 
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BADANIA WŁASNE, 


W pracowni diagnostycznej Katedry Mikrobiologii Lekarskiej Akade- 
mii Medycznej w Lublinie wyhodowano w latach 1957—1960 z materia- 
łów takich, jak krew miesiączkowa, płyn mózgowo-rdzeniowy, plwocina, 
popłuczyny żołądkowe, 52 szczepy chromogenne. Celem niniejszej pracy 
było określenie jakiego rodzaju szczepy występują na naszym terenie. 


Materiał. 


Wybrano 12 szczepów chromogennych wyhodowanych z następują- 
cych materiałów: 8 z krwi miesiączkowej, 1 z plwociny, 1 z płynu 
mózgowo-rdzeniowego, 1 z popłuczyn żołądkowych, i 1 z ropy z węzła 
szyjnego. Charakterystykę tych szczepów zebrano w tab. 2. Pięcioma 
pierwszymi szczepami wymienionymi w tab. 2 immunizowano króliki. 
Celem otrzymania surowic wzorcowych szczepiono króliki szczepem: 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium avium, Mycobacte- 
rium phlei i Mycobacterium smegmatis. 


Tabela 2 
NA BI Wzrost Wzrost w temp. Rass: 
: na agarze 
szezepu Tecate zwykłym 22°C 37°C | 45°C laza |ksydaza 

1922 gładkie pom. nie rośnie + +++ = +++ = 
570 ś s » + +++ = +++ = 
611 s > 5 + +++ = FEF = 
410 » krem. » + |+++| ++ |+++| — 
428 » pom. s + EEF = +++ = 
240 8 8 8 + +++ — +++ = 
249 » » 8 + +++ = +++ — 
671 EE: > + |+++ | — |+++| — 
259 » 7 » + +++ = +++ = 
596 ” 7 7 + FEF = “aE sk = 
277 y » » + +++ = +++ = 
154 -> ” ” =, FEE = +++ = 

Antygeny. 


36 królików szczepiono dwojakiego rodzaju antygenami. Jednym był przesacz 
około 6-tygodniowej hodowli prątków na pożywce Sautona. Przesącz ten dekanto- 
wano, zagęszczano dziesięciokrotnie, dializowano w stosunku do wody bieżącej 
przez 48 godzin i zagęszczano powtórnie do poprzedniej objętości. Antygen ten 
użyto do precypitacji w żelu, a także do szczepienia królików. Jednego królika 
szczepiono zagęszczoną pożywką Sautona, by wykluczyć ewentualną reakcję 
nieswoistą (precypityny, które mogą powstać przeciwko pożywce). 
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Drugi antygen sporządzono w następujący sposók: 6-tygodniową hodowlę 
prątków na pożywce Sautona przemywano dwukrotnie płynem fizjologicznym 
i dodawano do mokrej masy bakteryjnej 3 objętości bezwodnego acetonu oziębio- 
nego do —25°C. Po wstrząśnięciu wstawiano natychmiast do zamrażarki o —25°C 
i pozostawiano na 18 godzin. Odwirowano w wirówce oziębionej do +4°C przez 
10 minut przy 2000 obrotów, aceton odrzucano. Zabieg ten powtarzano trzykrotnie. 
Osad suszono w butelkach, w eksykatorze próżniowym. Próżnię wytwarzano za 
pomocą pompy próżniowej. Suchy proszek przechowywano w eksykatorze próżnio- 
wym, dodając na dno CaCl, żeby nie wilgotniał. W razie potrzeby rozpuszczano 
potrzebną ilość w odpowiedniej ilości płynu fizjologicznego. Antygen ten użyto 
do odczynu precypitacji w żelu i do odczynu wiązania dopełniacza, a także do 
szczepienia królików. 


Surowice. 

Surowice od królików hiperimmunizowanych otrzymywano w następujący 
sposób: każdemu królikowi podawano pierwszy raz 1 ml antygenu zawierającego 
5 mg prątków domięśniowo wraz z adiuwantem Freunda, a następnie tę samą 
ilość prątków dwa razy tygodniowo dożylnie, Czas uodperniania wynosił 8 tygodni. 


Odczyn podwójnej precypitacji w żelu wg Ouchter- 
lony. (16, 29). 

Użyto agaru firmy Difco 1,2%, z dodatkiem mertiolatu w ilości 1:5000. 
Odległość między otworami 6 mm. Rowek środkowy napełniano surowicą odpor- 


nościową, otwory z dwóch stron antygenami. Linie precypitacyjne odczytywano 
codziennie przez 3 tygodnie. 


Odczyn wiązania dopełniacza. 


Wiązanie dopełniacza wykonano z surowicami odpornościowymi królików 
i antygenami acetonowymi rozcieńczonymi do miana nie dającego zahamowania 
komplementu. Wiązano w łaźni wodnej, odczytywano dwukrotnie, raz bezpośrednio 
po wykonaniu odczynu, drugi raz następnego dnia. Każdy z odczynów powtarzano 
5-ciokrotnie. 


WYNIKI BADAŃ 


Surowice odpornościowe królicze dawały 3 lub 4 linie precypitacyjne 
zarówno z antygenem acetonowym, jak i przesączem hodowli prątków na 
pożywce Sautona. Surowice sprawdzano najpierw z antygenami homolo- 
gicznymi, zanim je użyto do prób krzyżowych. Tab. 3 obejmuje wyniki 
5-ciokrotnie wykonanych odczynów precypitacyjnych. 

W odczynie wiązania dopełniacza miana nie przekraczały rozcieńcze- 
nia 1:160. Wyniki z pewnymi odchyleniami były zgodne z wynikami 
precypitacji, a mianowicie: antygeny szczepów chromogennych, które 
w odczynie Ouchterlony dawały silne linie precypitacyjne z surowicą 
królika szczepionego Myc. phlei, w odczynie wiązania dopełniacza z tą 
samą surowicą były ujemne. 
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Surowice królików szczepionych zawiesinami lub przesączami szcze- 
pów chromogennych 611 i 428 precypitowały z antygenami szczepów 
chromogennych i antygenami szczepów saprofitycznych. (Ryc. 1 kolum- 
na I, ryc. 2, 3i 6). 


Tab. 3. Wyniki odczynu precypitacyjnego w żelu 
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Surowice królików szczepionych zawiesinami lub przesączami szcze- 
pów chromogennych 570, 410 i 1922 precypitowały oprócz antygenów 
chromogennych i saprofitycznych jeszcze i antygeny szczepu H37Rv, 
BCG lub Ravenel. Antygeny szczepów 596 i 754 precypitowały z suro- 
wicami królików szczepionych szczepami chromogennymi, saprofityczny- 
mi i H37Rv. (Ryc. 1 kolumna II, ryc. 2, 4). 

Szczep 410 posiadał jeszcze antygeny wspólne z Mycobacterium 
avium (ryc. 1 kolumna III, ryc. 2, 5). 
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Antygeny 
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a b e a 


Sur. odporn. Sur odporn Sur odporn. Sur. odporn 


szczepu 
Myc. avium 


szczepu 
Myc. smegm. 


szczepu chrom. szczepu 


428i 611 


H37 Rv. 


Ravenel 
Myc phler 
Myc smegm. 
Myc. avium 


Pozywka 


Ryc. 1. 


Rowek podłużny — surowica odpornościowa dla szczepu nr 428 i 


611. 
HzRy, Myc. avium, Myc. smegm. 


Zagłębienia okrągłe boczne — antygeny dla szczepu nr 1922, 410, 570 itd. 


a) 
b) 
c) 


d) 


Myc. 
smegmatis 


Rowek podłużny — surowica odpornościowa szczepów chromogennych 
Longitudinal groove — immune serum of chromogenic strains 
Rowek podłużny — surowica odpornosciowa dla szczepu Hs RV 
Longitudinal groove — immune serum for the HyRv strain 

Rowek podłużny — surowica odpornościowa dla Myc. avium 
Longitudinal groove — immune serum for Mycobacterium avium 
Rowek podłużny — surowica odpornosciowa dla Myc. smegmatis 
Longitudinal groove — immune serum for Myc. smegmatis 


Szczepy 
badane 


Haą7Rv 
8376. G. 
Ravenel 


Ryc. 2. Schemat pokrewienstwa ba- 
danych szczepów 
Scheme of antigenic relation 
ship of the tested strains 
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OMOWIENIE WYNIKOW BADAN 


Większość autorów używa do precypitacji w żelu jako antygenu prze- 
sączu hodowli prątków. Niektórzy próbowali użyć pewnych frakcji 
lipidowych czy proteinowych, Wykorzystując doskonałe wyniki jakie 
Olitzki (15) uzyskał w precypitacji w żelu sporządzając antygen 
przez dodanie do masy bakteryjnej Brucella brucei oziębionego acetonu 
i przez dezintegrację bakterii przez zamrażanie, spróbowaliśmy tej 
metody w naszej pracy. Sporządzenie tego antygenu jest o tyle dogod- 
niejsze, że wymaga krótszego czasu dla uzyskania odpowiedniej hodowli 
(może być pożywka stała) i że raz uzyskany suchy proszek bakteryjny 
może być każdej chwili w potrzebnej do odczynu czy do szczepienia 
ilości rozpuszczony. Unika się też łatwiej zanieczyszczenia. Jednak 
surowice królików szczepionych przesączami dawały większą ilość linii 
precypitacyjnych, co przemawiałoby na korzyść używania przesączów 
jako antygenów do szczepienia zwierząt. Wyniki ParlettaiRhein- 
sa (19, 20, 24) są zgodne z naszymi co do ilości frakcji antygenowych. 
Lind i Castelnuowo (11, 4, 5) uzyskiwali większą niż my ilość 
linii precypitacyjnych. 

WNIOSKI 


1. Szczepy wyhodowane w naszej pracowni należą do grupy prątków 
skotochromogennych i są bardzo zbliżone do saprofitów. 
2. Szczepy te nie stanowią jednolitej grupy. 
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PE3IOME 


Us uucJa BbIpALiGHBIX 52 MTaMMOB XPOMOTEHHBIX IAJJOUeK BbIÓPAHO 
12 niTaMMOB, UTOÓBI IIpoM3BeCTM CpPABHMTEJILHbie CEepoJIOTMHECKHE Nc- 
JIehOBaHMA (peaKkUMA CBAZBIBAHMA KOMIJIEMEHTA M IIPEINMIKTANKA B MET. 
xem Ouchterlon'a) c KuCJIOTOYCTOJAMKBBIMK: IAHNOHKAMM UEJOBEUEC- 
Koro Tuna Ha7R,, Óbrubero runa B.C.G., PaBuHeJi, a Takzke campodut- 
HBIMM NAJIOUKAMM Myc. smegmatis, Myc. phlei. 


Mis uccjieqoBaHnii npod. TyrnkeBńta M COTPYNHKKOB CJIENYET, YTO 
XDpOMOTEeHHbie UITAMMBI, BbIpalieHHbie B JaóopaTopuu He oópa3yroT 
ONHOpoNH0Oi aHTMreHHOM TPYIINBI. 


Bce witamMMbI coyzep2KaT AHTMTEHBI OÓNIME C CAIPOPUTHBIMA IITAM- 
MAMV, 4acTh COAeP2XKUT KpoMe TOTO aHTureH oÓlnuń c H37Rv OĄMH IITAMM 
u c Myc. avium. 


SUMMARY 


Out of the cultured 52 strains of chromogenic bacilli, 12 were chosen 
for comparative serological studies (complement fixation reaction, 
precipitation in gel according to Ouchterlony) with acid-fast bacilli 
of the human type H3;R,, bovine B.C.G., Ravenel, and saprophytic bacilli 
Myc. smegmatis and Myc. phlei. 


It results from these studies that the chromogenic strains cultured 
by the authors do not constitute a uniform antigenic group. All the strains 
have antigens common with saprophytic bacilli; a part of them have 
also an antigen common with H37R, one strain, and with Myc. avium. 
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Ryc. 3. Rowek podłużny — surowica Ryc. 4. Rowek podłużny — surowica 


odpornościowa dla szczepu 410 odpornościowa dla szczepu HzRy 
Longitudinal groove — immune serum Longitudinal groove — immune serum 
for the strain 410 for the strain 11;,Ry 


Ryc. 5. Rowek podłużny — surowica Ryc. 6. Rowek podłużny — surowica 
odpornościowa dla szczepu Myc. avium odpornosciowa dla szczepu Myc. smeg- 
Longitudinal groove — immune serum matis 

for the Myc. avium strain Longitudinal groove — immune serum 


for the Myc. smegmatis strain 


Ryc. 3, 4, 5, 6. Zagłębienia okrągłe boczne: nr 1 — antygen szczepu chromo- 
gennego 277, nr 2 — antygen szczepu chromogennego 428, nr 3 — antygen szczepu 
chromogennego 570, nr 4 — antygen szczepu chromogennego 410, nr 5 — antygen 


szczepu chromogennego 611, nr 6 — antygen szczepu Myc. smegm., nr 7 — antygen 
szczepu HząyRy, nr 8 — antygen szczepu Myc. avium 


Lateral round hollows: No. 1 — antigen of chremogenic strain 277; No. 2 — antigen 
of chromogenic strain 428; No. 3 — antigen of chromogenic 570; No. 4 — antigen 
of chromogenic strain 410; No. 5 — antigen of chromogenic strain 611; No. 6 — 
antigen of the Myc. smegn. strain; No. 7 — antigen of the H;,Ry strain; No, 8 — 
antigen of the Myc. avium strain 
Result of precipitation reaction in gel 
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